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摘 要 
线粒体控制区由于进化速率快，被作为分子标记广泛应用于种群遗传学和保护生物
学等领域的研究。但最近在许多鸟类的线粒体中都发现控制区存在重复拷贝，并且2个
控制区拷贝之间的碱基相似度较高。因此在扩增其中一个控制区基因时可能受到另一个
控制区的干扰，而对研究结果产生影响。本研究主要针对隼形目鸟类线粒体
DNA(mtDNA)基因组中控制区重复及由此产生的基因重排现象进行研究，初步探讨控制
区重复和基因重排产生的过程和机制。 
本次实验首次对鹰科中的白头鹞 (Circus aeruginosus)、日本松雀鹰 (Accipiter 
gularis)、黑翅鸢(Elanus caeruleus)和凤头鹰(Accipiter trivirgatus)4 种鸟类线粒体基因
（Cytb-12S rRNA）进行测序。测序结果与 NCBI 上其他 19 种隼形目鸟类的线粒体全基
因进行比较分析，结果如下：(1)隼形目鸟类中普遍存在基因重排现象，排列方式主要
分为 3 种，分别是 Duplicate CR gene orderⅠ，Remnant CR2 gene order 和 Ancestral avian 
gene order；(2)将线粒体 CR1 和 CR2 的碱基序列进行对比，发现Ⅱ区的碱基相似度最高，
推测可能是由于Ⅱ区含有较多的保守元件以及受到功能基因选择压力的限制，使得Ⅱ区
的碱基突变率变慢；(3)进化方面，在隼形目大多数鸟类中 CR1 和 CR2 是分开独立进化
的，而在鹗和黑翅鸢等个别鸟类中 CR1 和 CR2 存在协同进化现象；(4)隼形目中控制区
的重复至少发生了 3 次独立的起源，其中一次可能是在鹗中的独立起源，一次可能起源
于鹰科鸟类的共同祖先中，并且是在红头美洲鹫和蛇鹫分化之后，而另一次起源则发生
在隼科鸟类的共同祖先当中，即隼科鸟类物种分化之前。 
关键词：隼形目；线粒体DNA；基因重排；协同进化 
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Abstract 
  II  
Abstract 
Because of the rapid evolutionary rate, mitochondrial control region is used as a 
molecular marker, and widely used on research in field of population genetics and 
conservation biology. However, there are two control regions in the mitochondrial DNA of 
birds, and the nucleotide similarity between duplicated control regions is high. So when we 
amplificate one control region, may be another one will interfere and impact on the result of 
study. This research is mainly aim at the mitochondrial control regions of Falconiformes and 
the origin of the phenomenon of rearrangement, preliminarily discussing the process and 
mechanism. 
In this experiment we successfully amplified and sequenced the mitochondrial DNA 
(cytochrome b to 12S rRNA) of 4 kinds of raptors for the first time, including Western Marsh 
Harrier (Circus aeruginosus), Japanese Sparrowhawk (Accipiter gularis), Black-winged Kite 
(Elanus caeruleus) and Crested Goshawk (Accipiter trivirgatus), which are belonged to 
Accipitridae. We compared the sequencing results with other 19 kinds of Falconiformes birds 
mitochondrial genes on NCBI, the results are as follows: (1) We found that gene 
rearrangements are widely spread in Falconiformes, and divided into three gene orders: A. 
Duplicate CR gene order Ⅰ; B. Remnant CR2 gene order; C. Ancestral avian gene order. 
(2) Comparing the nucleotide sequence of the control region 1 and control region 2, the result 
suggesting that domain Ⅱ was higher than domainⅠand domain Ⅲ. Maybe domain Ⅱ 
had more conserved elements and restricted by selective pressure, so the mutation rate of 
domain Ⅱ became slow. (3) In the evolution of control regions, the result of phylogenetic 
tree showed that most of mitochondrial CRs evolved independently, but some birds evolved 
in concert, such as Black-winged Kite and Osprey. (4) In Falconiformes, the duplicated 
control regions had at least three independent origins. One origin maybe independently 
happened in Osprey. One origins was in the common ancestor of Accipitridae birds, which 
happened after the C.aura’s and S.serpentarius’s formation. Another origin happened in the 
common ancestor of Falconidae birds before Falconidae birds’ differentiation.  
Keywords: Falconiformes; Mitochondrial DNA; Gene rearrangement; Concerted evolution 
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第 1章 绪论 
1.1 隼形目鸟类研究进展 
1.1.1 隼形目鸟类简介 
隼形目鸟类性情凶猛，体型大小各异，大多属于昼行性鸟类。其视觉器官发达，听
觉灵敏，飞翔能力强，能在长距离发现和追捕目标；强大呈钩状的喙和锐利带钩的爪，
有助于抓捕并撕碎猎物；羽毛颜色暗淡，多以灰色、褐色、黑色、棕色为主，有助于伪
装自己防止被猎物发现。大多生活在高山、草原、岩石和针叶林等地，主要以老鼠、蛇、
兔、鱼和其他鸟类为食。 
隼形目鸟类的数量较少但分布广泛，全世界除南极洲等地外，其他地方均有发现。
在我国主要分布于云南、福建、新疆、西藏、黑龙江和吉林等地。这些地区含有较多的
山地或森林地带，植被覆盖率高，生态环境好，物种丰富度高，十分适合鸟类的栖息和
捕食。同时也是猛禽迁徙过程中补充能量的理想场所[1]。 
隼形目位于食物链的顶端，在生态系统中具有重要的地位，但由于人类的捕捉和猎
杀，环境污染和生态的破坏等，许多猛禽正面临着灭绝的危险。2009 年世界自然保护
联盟将所有隼形目鸟类列入鸟类红色名录，而我国也把隼形目的全部种都列为国家级保
护动物。目前全世界有隼形目 5 科 80 属 311 种[2]，我国有隼形目 3 科 24 属 64 种[3]。 
对于隼形目鸟类的分类，鹗(Pandion haliaetus)最初被归入鹰科[4, 5]，但更多的实验
和数据表明鹗应该被从鹰科中分离出来，作为单独的一支，即鹗科[3, 4]。目前传统分类
学方法将隼形目划分为鹰科(Accipitridae)、隼科(Falconidae)、鹗科(Pandionidae)、蛇鹫
科(Sagittariidae)和美洲鹫科(Cathartidae)。随着分子生物学理论和方法在分类学领域的不
断深入，DNA 分类系统方法逐渐出现。Sibley 等[6]通过“DNA-DNA 杂交”的方法将隼形
目鸟类归入鹳形目，并逐级下设隼下目、鹰小目、鹰科、鹰亚科、鹗亚科、蛇鹫科、隼
小目和隼科等。相比于传统分类学方法，分子分类学方法更精确的表达了不同物种之间
的亲缘关系，但是分支太多，过于繁琐和复杂。目前美国鸟类学会采用的是将美洲鹫科
鸟类归入鹳形目，鹰科和隼科归入隼形目。而国际自然保护联盟(International Union For 
Conservation Of Nature，IUCN)将鹰科归入鹰形目，隼科归入隼形目。在本文中以传统
分类学方法为准。 
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1.1.2 隼形目鸟类研究进展 
在鸟类学发展初期主要采用野外观察、环志、雷达监测、足迹分析、食物残骸分析
等方法，对鸟类形态结构、行为活动、食性和迁徙规律等方面进行研究[7, 8]。但宏观方
面的研究方法容易受到技术设备、实践经验和自然环境等因素的限制[9]。1996 年 Yossi
等[10]利用地面观察和雷达定位相结合的方法，对 35 种大中型猛禽、白鹈鹕(Pelecanus 
onocrotalus)和白鹳(Ciconia ciconia)的迁徙活动进行了研究。他发现多数物种在秋天迁
徙所需的时间比春季更长，推测可能是秋季幼鸟比成鸟更早开始迁徙。1999 年 Rosén
等[11]对猎隼(Falco cherrug)的捕食行为进行观察，发现猎隼可以利用自身滑翔、俯冲和
飙升等飞行活动来实现空中捕食。2002 年 Oliver[12]对普通鵟(Buteo buteo)和苍鹰
(Accipiter gentilis)2 种猛禽的 392 个巢位进行野外观察，发现鸟类对于巢位的选择会考
虑人类干扰、巢密度、森林面积、巢树冠覆盖度等因素的影响，并且认为普通鵟比苍鹰
对人为干扰更敏感。2010 年 Pietersen 等[13]通过对红脚隼(Falco amurensis)和黄爪隼
(Falco naumanni)胃融物的对比研究，发现这 2 种鸟都以黑异爪蔗金龟(Heteronychus 
arator)为主要食物。 
随着分子生物学的发展以及实验方法的提高，学者们对于鸟类的研究逐渐从宏观转
向了微观。目前主要利用限制性片段长度多态分子技术(RFLP)、高通量测序技术
(next-generation sequencing technology)、随机扩增多态 DNA 技术(RAPD)、扩增片段长
度多态性技术(AFLP)、小卫星 DNA 技术(minisatellite DNA)和微卫星 DNA 技术
(microsatellite DNA)等分子生物学方法[14]，对鸟类生理生化、遗传、进化、繁殖等方面
进行研究。利用遗传学方法能有效弥补鸟类宏观研究方面的不足，但是实验成本较高。
PCR 扩增过程可能出现错误，容易对实验结果产生影响，并且 DNA 取样时可能会对鸟
类造成伤害[15]。2000 年 Nesje 等[16]利用微卫星 DNA 技术，对来源于不同繁殖季节的同
巢游隼(Falco peregrinus)进行亲缘关系鉴定，希望找到游隼巢寄生行为的依据。2004 年
徐裕海[17]分别采用了 PCR 技术、RFLP 技术和 DNA 测序技术，以 28 种猛禽鸟类为研
究材料，全面、系统地对鸟类系统分类和进化方面的问题进行了研究。2007 年李庆伟
等[18]利用 RFLP 技术和 DNA 测序技术对隼形目、鸮形目和夜鹰目鸟类的系统进化关系
进行研究，发现与鹰科相比隼科与鸮形目的亲缘关系更近。2016 年 Sveinsdόttir 等[19]利
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用高通量测序技术获得了矛隼(Falco rusticolus)的线粒体全基因，发现其线粒体控制区
(control region，CR)含有 2 个拷贝。 
1.2 线粒体 DNA简介 
1.2.1 线粒体简介 
线粒体是一种能进行能量代谢的半自主细胞器，存在于真核生物除成熟红细胞之外
的所有细胞中。但在鸟类、两栖类和爬行类动物的成熟红细胞中发现也含有线粒体。线
粒体 DNA(mtDNA)为共价闭合双链环状 DNA 分子，拷贝数多，母系遗传，结构简单，
分子量小，无组织特异性，不含内含子和转座子。除少数非编码区外，整个基因组都有
编码功能。线粒体 DNA 进化速率较快，其中部分控制区片段的突变率是核基因组的
100-200 倍。线粒体 DNA 排列紧凑，通常包含 13 个蛋白编码基因，22 个 tRNA 基因，
2 个 rRNA 基因和 1 个控制区，部分基因间还存在间隔[20, 21]。  
1.2.2 线粒体控制区 
线粒体控制区(control region，CR)主要参与调控线粒体 DNA 的复制和转录[22]，是
线粒体中最长的一段非编码区(约 1000-2000 bp)。控制区内含有终止序列区(TAS)、保守
序列 F(F-box)、保守序列 E(E-box)、保守序列 D(D-box)、保守序列 C(C-box)、保守序列
B(B-box)、保守序列 1(CSB-1)、保守序列 2(CSB-2)和保守序列 3(CSB-3)等保守元件。
线粒体控制区的 3’端常存在不同数目的串联重复序列(Variable number of tandem repeat，
VNTR)，或称微卫星序列(microsatellite DNA)[23]，因此不同物种的控制区长度存在差异。
以 F-box、CSB-1 为分界点，可将控制区分为 5’高变区(Ⅰ区)、中央保守区(Ⅱ区)和 3’
高变区(Ⅲ区)3 个区域。在物种间中央保守区碱基相似度较高，表现出一定的保守性[24]。 
动物线粒体通常只含有一个控制区，但最近却陆续在鸟类[25]、鱼类[26]、两栖类[27]
和哺乳类动物[28]线粒体中发现 2 个及以上控制区的存在。钟婧等[28]对 321 种脊椎动物
线粒体全基因的基因排列顺序进行系统归类后发现，总共有 81 种脊椎动物存在基因重
排现象，其中 9 个物种同时存在基因顺序变化和基因倒置现象，并且基因排列顺序变化
都涉及 tRNA 位置的转移。鸟类、蛇类、鳄类和有袋类的线粒体皆具有各自独特的基因
排列方式。 
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1.2.3 线粒体重排 
1990 年，Desjardins 和 Morais[29]以原鸡(Gallus gallus)为材料获得了第一个鸟类线粒
体 DNA 全序列，全长 16557 bp。此后，学者们逐渐开始了对其他鸟类线粒体 DNA 的
研究。虽然同其他脊椎动物一样，鸟类线粒体有着相同的功能基因片段，但是其排列方
式却存在差异。目前鸟类线粒体 DNA 在 Cytb 和 12S rRNA 之间，基因的排列方式共有
8 种，具体如下： 
(1)Ancestral avian gene order，基因排列顺序为 ND5/Cytb/T/P/ND6/E/CR/F/12S 
rRNA，以原鸡[29]为代表(图 1-1-A)。 
(2)Duplicate tThr-tPro-ND6-tGlu-CR gene order ， 基 因 排 列 顺 序 为
ND5/Cytb/T1/P1/ND61/E1/CR1/T2/P2/ND62/E2/CR2/F/12S rRNA 。 这 种 排 列 方 式 是 在
Ancestral avian gene order 的基础上 T/P/ND6/E/CR 发生串联复制形成的，以黑眉信天翁
(Thalassarche melanophrys)[30] 、黑脸琵鹭 (Platalea minor)[31] 、黄嘴白鹭 (Egretta 
eulophotes)[32]、鲣鸟(Sulidae)[33]为代表(图 1-1-B)。它被认为是一种过渡时期的排列方式，
随后几种排列方式都是在此基础上部分碱基发生丢失或删除形成的。  
(3)Duplicate tPro-ND6-tGlu-CR gene order ， 基 因 排 列 顺 序 是 在 Duplicate 
tThr-tPro-ND6-tGlu-CR gene order 的基础上 T2 片段发生丢失形成的，以流苏鹬
(Philomachus pugnax)[34]为代表(图 1-1-C)。 
(4)Duplicate CR gene orderⅠ，它是在 Duplicate tThr-tPro-ND6-tGlu-CR gene order
的基础之上，P1/ND61/E1 和 T2 发生了碱基删除，代表种有牛背鹭(Bubulcus ibis)[32]、鹗
(Pandion haliaetus)[35]、亚马逊鹦鹉(Amazona)[36]、芦苇莺(Acrocephalus scirpaceus)[37]等
(图 1-1-D)。 
(5)Duplicate CR gene orderⅡ，此种排列顺序是在 Duplicate tThr-tPro-ND6-tGlu-CR 
gene order 的基础之上，ND61/E1 和 T2/P2 发生碱基删除形成的，代表种有绿扇尾鹦鹉
(Prioniturus luconensis)[38](图 1-1-E)。 
(6)Duplicate tGlu-CR gene order，其基因顺序是在 Duplicate tThr-tPro-ND6-tGlu-CR 
gene order 的基础之上，P1/ND61 和 T2 发生了碱基丢失，以苍鹭(Ardea cinerea)、草鹭
(Ardea purpurea)[32]为代表(图 1-1-F)。 
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(7)Duplicate tThr-Pro and CR gene order ， 其 排 列 顺 序 是 在 Duplicate 
tThr-tPro-ND6-tGlu-CR gene order 的基础之上，ND61/E1 发生了碱基丢失或删除而形成
的，以栗苇鳽(Ixobrychus cinnamomeus)[32]为代表(图 1-1-G)。 
(8)Remnant CR2 gene order，此种排列方式与 Duplicate CR gene orderⅠ相似。主要
区别在于第 2 个控制区的部分碱基发生了丢失，以普通鵟(Buteo buteo)[39]、美洲隼(Falco 
sparverius)[35]、白腹隼雕(Hieraaetus fasciatus)[40]等为代表(图 1-1-H)。 
 
 
图 1-1 鸟类基因排列方式[38] 
Fig. 1-1 Birds gene arrangements 
注：T：tRNAThr；P：tRNAPro；E：tRNAGlu；F：tRNAPhe；实线和虚线代表部分片段发生
丢失或删除；rCR2：CR2 部分碱基发生丢失 
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研究表明除了鸟类，两栖类、爬行类和哺乳类动物中也存在线粒体 DNA 基因重排
现象。Kurabayashi 等[27]发现青蛙(Mantellidae 科)线粒体 DNA 中存在 2 个及以上的控制
区。在含有 3 个控制区的线粒体中，其中 2 个控制区之间的序列相似度特别高。
Kurabayashi 推测可能是在物种进化过程中逐渐发生了基因的复制和删除，并伴随着基
因的重组，从而出现了多个控制区同时存在的现象。Ogoh 等[41]在一种发光的海洋性无
脊椎生物(Vargula hilgendorfi)线粒体中发现了 2 个控制区，并且 CR1 和 CR2 之间的相
似度超过 99.7%。针对这种现象，作者推测在个体内可能存在一种非常精确的复制机制
控制着 CRs 之间的协同进化。Kumazawa 等[42]发现半棱鳞链蛇(Dinodon semicarinatus)
的线粒体 DNA 含有一个完整的复制控制区，但 tRNALeu 发生了移位，并且存在一个
tRNAPro 假基因。Boore 等[43]在弗罗里达文昌鱼(Branchiostoma floridae)的线粒体 DNA 中
发现了控制区序列的缺失，并且 tRNAGly、tRNAPhe、tRNAMet 和 tRNAAsp4 个基因的位置
发生了变化。Duarte 等[44]在苍蝇(Calliphoridae 科)中发现线粒体 DNA 含有 2 个完整的控
制区，并且每种苍蝇的控制区长度从 854 bp 到 2018 bp 不等。在哺乳动物中，日本鼩鼹
(Urotrichus talpoides)和南美貘(Tapirus terrestris)分别缺失基因 tRNAIeu和 tRNAGly，新西
兰海狮(Arctocephalus forsteri)则不存在控制区[28]。  
线粒体受到自然环境的选择压力较小，并且控制区等非编码区发生碱基突变后对功
能基因的影响较低。由于对物种的正常生活不会产生影响，因此线粒体 DNA 的进化速
度比核基因更快[45]。线粒体 DNA 发生重排能增加物种的遗传多样性，是一种主动适应
环境的表现。 
1.2.4 线粒体重排机制 
已有研究认为协同进化是造成 2 个控制区相似的主要原因，但目前对于协同进化的
分子机制仍不清楚，因此学者提出了 3 种假说： 
(1)串联复制-随机删除假说(the tandem duplication and random loss，TDRL)(图
1-2-A)。该假说认为基因重排主要是线粒体 DNA 在复制过程中发生了滑链错配
(slipped-strand mispairing)[42]，即基因在原始位置上发生重复复制，随后重复片段移到另
一个新的位置上，从而形成新的串联结构。同时在新形成的串联结构中，部分基因可能
由于随机删除而成为假基因[43, 46]。Kumazawa 等[42]利用 Southern 杂交对半棱鳞链蛇
(Dinodon semicarinatus)控制区重排现象的产生机制进行研究，实验结果倾向于 TDRL。  
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(2)异常重组假说(illegitimate recombination)[47, 48](图 1-2-B)。在一个线粒体 DNA 上
2 个相邻位点可能同时发生断裂，断裂产生的片段经共价键作用重新连接在一起而成为
一种游离于原基因组的、具有部分基因结构的小型双链环状分子(mini-circle)，然后小环
结构再与另一个线粒体 DNA 发生重组。同时当小环结构离开原基因组时，该基因组剩
余部分序列将丢失[48]。最后可能会出现 2 种结果：一是小环结构插入到另一线粒体 DNA
的非编码区，形成新的非串联重复结构；二是小环结构插入到线粒体 DNA 的编码区，
而新形成的结构由于原功能基因发生破坏而无法保留下来。 
(3)同源重组假说(general recombination)(图 1-2-C)。同源重组主要发现于核基因组系
统中，至于其在线粒体 DNA 中的机制目前还没有详细的阐述。同源重组易致使基因发
生转换或不等价交换。Eberhard[38]发现亚马逊鹦鹉的 2 个控制区在所含保守元件和序列
长度方面都接近一致，对于这种现象作者推测可能是在线粒体中发生了基因转换。
Verkuil[34]也认为为了保持 2 个控制区的相似性和完整性基因转换起到了重要作用。 
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